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Abstract: Das Proteasom ist ein etabliertes Angriffsziel zur
Behandlung von Krebs und Autoimmunerkrankungen. Die
Anwendung von Proteasominhibitoren ist jedoch auf Blut-
krebs beschr�nkt, da ihre peptidischen Grundger�ste und re-
aktiven Kopfgruppen ung�nstige pharmakodynamische Ei-
genschaften mit sich bringen. Die Entdeckung neuer Leit-
strukturen ist somit von grundlegender Bedeuteutung. Hier
stellen wir die erste Kristallstruktur des Proteasoms im Kom-
plex mit einem Indolo-Phakellin vor, das sich strukturell von
allen bisheringen Inhibitoren signifikant unterscheidet und
einen einzigartigen, nichtkovalenten Bindemodus aufweist.
Das pentacyclische Alkaloid bindet ausschließlich und spezi-
fisch in die S3-sub-Tasche des proteasomalen b5-Substratbin-
dekanals und wird durch eine Halogenbr�cke mit dem Prote-
inr�ckgrat stabilisiert. Der Ligand bietet ein ideales Grund-
ger�st f�r die strukturbasierte Entwicklung von Untereinheit-
spezifischen nichtpeptidischen Proteasomhemmstoffen.

Die Marktzulassung von Bortezomib (BTZ, Velcade) und
Carfilzomib (CFZ, Kyprolis) hat das 20S-Proteasom-Kern-
partikel („core particle“; CP) als Angriffsziel f�r die Be-
handlung des Multiplen Myeloms und Mantellzelllymphoms
etabliert (siehe Abbildung S1 in den Hintergrundinforma-
tionen).[1, 2] Beide Inhibitoren tragen eine elektrophile Kopf-
gruppe f�r die kovalente Bindung an das katalytisch aktive
Thr1 der Protease.[3, 4] Der �bergang von der promiskuitiven
Borons�ure von BTZ zur CP-spezifischen a’,b’-Epoxyketon-
Kopfgruppe in CFZ stellt einen Fortschritt zu besserer Se-
lektivit�t mit weniger Nebenwirkungen dar.[2] Die n�chste
Generation der Proteasomblocker steht im Fokus der selek-
tiven Hemmung des konstitutiven CPs (cCP) und gewebe-
spezifischer Subtypen, die besondere Rollen bei Autoimmun-
und Entz�ndungserkrankungen (Immunproteasom, iCP)

sowie der T-Zelldifferenzierung im Thymus spielen (Thymo-
proteasom, tCP).[5–8]

Die drei CP-Subtypen haben unterschiedliche Schnitt-
pr�ferenzen, die durch die Spezifit�tstaschen S1–S4 des
Substratbindekanals festgelegt sind (siehe Abbildung S2).
Um eine mçglichst hohe CP-Subtypspezifit�t zu erreichen,
m�ssen CP-Inhibitoren entsprechend abgestimmte Reste P1–
P4 aufweisen.[9] Die Entwicklung neuer CP-Liganden f�r die
gezielte Adressierung der Bindetaschen ist jedoch auf Li-
ganden mit peptidischem Grundger�st begrenzt, da kaum
Strukturinformationen �ber nichtpeptidische Wechselwir-
kungen verf�gbar sind.[10]

Auf der Suche nach Proteasominhibitoren mit neuartigem
Bindemodus untersuchten wir Verbindungen aus der man-
nigfaltigen Familie der biologisch aktiven marinen Pyrroli-
midazolin-Alkaloide, die sich strukturell signifikant von be-
kannten CP-Liganden unterscheiden (Schema 1). Der be-
deutendste Vertreter dieser Verbindungsklasse ist Palau�amin
(1), ein zytotoxisches und immunosuppresives hexacyclisches
Bisguanidin, das aus dem Meeresschwamm Stylotella agmi-
nata isoliert wurde.[11–13] 1 wurde als irreversibler CP-
Hemmstoff beschrieben (IC50(b5c) = 2.5 mm), jedoch ist die
Synthese potenter Derivate durch das begrenzte Vorkommen
und die komplexe Struktur nur eingeschr�nkt mçglich.[14] Die
strukturell verwandten Naturstoffe Dibromphakellstatin (2)
und Dibromphakellin (3) sind synthetisch besser zug�nglich,
sie inhibieren das CP aber weniger stark als 1 (IC50(b5c) =

25.3 bzw. 11.9 mm).[14, 15]

Daher etablierten wir zun�chst eine robuste Synthese-
route f�r Phakellin-Derivate, die dasselbe starre cyclische
Grundger�st und vergleichbare Hemmwirkung wie 1 aufwie-
sen.[14, 16] Der vielversprechendste Kandidat war das bro-
mierte Indolo-Phakellin 4, das �hnlich wie Dibromphakellin
und 5 �ber eine N-Bromsuccinimid-vermittelte Addition von
Boc-Guanidin an die olefinische Vorstufe 7 hergestellt wird
(Schema 2).[14] Entfernen der Boc-Schutzgruppe mit 5 % Tri-
fluoressigs�ure (TFA) in Dichlormethan (DCM) ergab den
bromierten Liganden 4 in 94 % Ausbeute.

Die Verbindung inhibierte die b5-Aktivit�t von humanem
cCP mit einem IC50-Wert von 3.5 mm (Schema 1c). Im Zuge
dieser aussichtsreichen Ergebnisse wurde eine Kristallstruk-
tur des yCP:4-Komplexes mit einer Auflçsung von 2.5 � be-
stimmt (Rfrei = 21.6%; PDB-ID: 4RUR, siehe Tabelle ST1).
�berraschenderweise zeigte die Fo�Fc-Elektronendichte den
Liganden 4 ausschließlich und wohldefiniert in der S3-Spe-
zifit�tstasche des b5-Aktivit�t und offenbart einen neuartigen
nichtkovalenten Bindemodus (Abbildung 1). Dabei wech-
selwirkt der Ligand weder mit dem Peptidbindekanal noch
mit dem Thr1Og-Nukleophil der b5-Untereinheit, von dem
dieser 8.4 � entfernt ist. Der reversible Inhibitor passt perfekt
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zur Grçße und Polarit�t der S3-Spezifit�tstasche und koor-
diniert �ber den charakteristischen 2-Aminoimidazolin-Rest
ein Netzwerk an Wasserstoffbr�cken mit S124, E134 und
R137 der Untereinheit b6 (Abbildung 1a). Zus�tzlich ist das
planare tetracyclische System von 4 �ber Van-der-Waals-
Wechselwirkungen mit den Aminos�ure-Seitenketten von b6-
H108 und b5-V31 stabilisiert, die das Molek�l am Indol- bzw.
C-Ring flankieren.

Die starre Struktur von 4 ist zudem perfekt f�r eine Ha-
logenbr�cke zwischen dem Brom-Substituenten und dem
Carbonyl-Sauerstoffatom von b5-Thr21 vororientiert. Mit
einem Br···O-Abstand von 3.6 � und ann�hernd kollinearer
Ausrichtung der Akzeptor- und Donoratome (C-O···Br-
Winkel: 1698) erf�llen die beobachteten Maße dieser
4 :Thr21CO-Wechselwirkung die Anforderungen f�r eine

Abbildung 1. Kristallstruktur von yCP im Komplex mit 4. a) 2Fo�Fc-
Elektronendichte (rotes Netz, 1s) von 4 (gelb) in der S3-sub-Spezifi-
t�tstasche der b5-Aktivit�t (gr�n, PDB-ID: 4RUR). b) Darstellung von
(a) mit chemischen Strukturformeln. Der 2-Aminoimidazolin-Rest
bildet ein Netzwerk an Wasserstoffbr�cken (schwarz gestrichelt) mit
den Seitenketten der Aminos�uren S124, E134 und R137 der b6-Unter-
einheit (grau). Zus�tzlich gehen b6-H108 und b5V31 Van-der-Waals-
Wechselwirkungen mit 4 ein. Das Carbonyl-Sauerstoffatom von b5-T21
stabilisiert den Liganden durch eine Halogenbr�cke (t�rkis) mit dem
Brom-Substituenten von 4 (hellgr�n). Der Abstand zwischen dem
Ligand und dem katalytisch aktiven b5-T1 ist durch einen gestrichelten
Pfeil markiert (schwarz). Abst�nde sind in � angegeben.

Schema 1. a) Der komplexe hexacyclische Naturstoff Palau’amin hat
dasselbe Pyrrolimidazolin-Grundger�st (blau) wie Phakelline und Pha-
kellstatine, wobei der C-Ring mit zwei weiteren f�nfgliedrigen Ringen
substituiert ist. Dibromphakellin (2) und -phakellstatin (3) unterschei-
den sich durch Amino- bzw. Oxo-Substitution am Imidazolinring. Die
gewinkelte Pyrrol-Imidazol-Kernstruktur mit dem ABCD-Ringsystem ist
in blau hervorgehoben. b) Synthetische Indolo-Analoga von Dibrom-
phakellin. c) IC50-Messungen der b5-Aktivit�t von humanem cCP nach
Zugabe variierender Konzentrationen des Proteasominhibitors. Daten
von drei Wiederholungen wurden auf eine mit DMSO behandelte Kon-
trolle normalisiert und sind als relative Aktivit�t mit Standardabwei-
chung dargestellt.

Schema 2. Synthese von Indolo-Phakellin 4 ausgehend von 7.[14, 15] Boc= tert-Butoxycarbonyl.
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ideale Halogenbr�cke.[17–19] Folglich kann die Elektronen-
dichte des Donoratoms mit dem s-Loch �berlappen, das
durch das unbesetzte s*-Orbital der C···Br-Bindung entsteht
(siehe Abbildung 1 b und S3). Der Einfluss der Halogenbr�-
cke auf die Stabilisierung des Liganden in der Bindetasche
wurde durch den Vergleich mit dem Debrom-Analog 5 un-
tersucht (Schema 1b).[14] Obwohl 5 dasselbe Grundger�st wie
4 hat, zeigt die Rçntgenstrukturanalyse von yCP:5 keine de-
finierte Elektronendichte f�r diese Verbindung. In �berein-
stimmung mit den strukturellen Beobachtungen ist die
Hemmwirkung von 5 auf humanes cCP (IC50 = 25 mm, Sche-
ma 1c) im Vergleich zu 4 erheblich reduziert.

Um einen zytotoxischen Effekt speziell in Krebszellen zu
erreichen, m�ssen CP-Inhibitoren die b5-Aktivit�ten sowohl
des iCP als auch des cCPs blockieren.[20] �berlagerung der
yCP-S3-sub-Bindetasche mit cCP- und iCP-Kristallstrukturen
ergab, dass die Gesamttopologie und Polarit�t bei beiden
Proteasomtypen gut konserviert ist (siehe Abbildung S5).
Somit ist zu erwarten, dass 4 in vergleichbarer Weise an hu-
manes iCP und cCP bindet wie in der yCP:4-Komplexstruktur.
F�r eine detailierte strukturbasierte Wirkstoffentwicklung
werden jedoch Kristallstrukturen des humanen CP bençtigt.

Die yCP:4-Komplexstruktur zeigt weiterhin, dass der
Ligand keine Wechselwirkungen mit dem Peptidbindekanal
eingeht, was bisher als mechanistisches Grundprinzip von CP-
Hemmstoffen angesehen wurde, die entweder ein antiparal-
leles b-Faltblatt mit dem Protein bilden oder zumindest in die
S1-Spezifit�tstasche binden.[21] Das Indolo-Phakellin 4 stçrt
die Substratbindung jedoch allein durch Blockierung der S3-
Tasche. Eine �berlagerung der yCP:4-Komplexstruktur mit
den entsprechenden Koordinaten von yCP gebunden mit den
etablierten CP-Inhibitoren MG-132 (PDB-ID: 4NNN)[22] und
BTZ (PDB-ID: 2F16)[3] veranschaulicht den einzigartigen
Bindemodus im Vergleich mit peptidischen Inhibitoren (siehe
Abbildung 2a,b und S4 a–c).[22] Beide Liganden nutzen die
S3-Spezifit�tstasche nur marginal und kçnnten durch bessere
Adressierung der großen Kavit�t optimiert werden. Dar�ber
hinaus sind die hier pr�sentierten Daten im Einklang mit
einer fr�heren Studie �ber Hydroxyharnstoffe („N-hydro-
xyureas„, HUs) als reversible nichtkovalente CP-Inhibitoren,
in der die Optimierung eines schwachen b5-Liganden (IC50 =

230 mm) zu einem nanomolaren Inhibitor (IC50 = 0.34 mm,
HU10, Abbildung 2c) durch Ausnutzung der S1-und S3-sub-
Spezifit�tstaschen beschrieben wurde.[23] Eine �berlagerung
der yCP:HU10-Komplexstruktur (PDB-ID 3SHJ)[23] mit
yCP:4 zeigte zudem, dass die Position des Adamantyloxy-
Rest von HU10 mit derjenigen des 2-Aminoimidazolin-Rings
von 4 �bereinstimmt (siehe Abbildung 2c und S4 d,e). Be-
merkenswerterweise f�hrt der Verzicht der Adamantyloxy-
Seitenkette zu einem kompletten Verlust der Bindeaffinit�t
von HU10, was den erheblichen Einfluss einer P3-Seitenkette
f�r die Stabilisierung von reversiblen Liganden im proteas-
omalen Substratbindekanal verdeutlicht.[23]

Fr�here Studien der Arbeitsgruppe um Lindel zu syn-
thetischen Phakellstatin-Derivaten haben gezeigt, dass das
(+)-Enantiomer von Dibromphakellstatin und dessen Ab-
kçmmlinge keinen zytotoxischen Effekt auf diverse Krebs-
zelllinien aufweisen.[24, 25] Im Einklang mit dem dargelegten
Bindemodus von 4 verf�gt lediglich das (�)-Enantiomer �ber

Antitumoraktivit�t. Dieselbe Enantiospezifit�t wurde auch
im Fall von Palau�amin beobachtet, das in der Natur nur als
(�)-Enantiomer vorkommt.[26]

Ferner belegen fr�here Ans�tze bez�glich synthetischer
C-Ring-funktionalisierter Derivate von Dibromphakellstatin,
dass ausschließlich (�)-(12R)-Dibrom-12-hydroxyphakell-
statin eine st�rkere zytotoxische Wirkung gegen verschiedene
Tumorzelllinien gegen�ber aufweist als der Naturstoff.[25] Aus
der yCP:4-Komplexstruktur ist ersichtlich, dass grçßere
Substituenten am C-Ring mit der Proteinwand kollidieren
und somit die zytotoxischen Eigenschaften erheblich redu-
zieren.

Dennoch bieten die hier vorgestellten Daten eine ver-
n�nftige Ann�herung an die Struktur-Aktivit�ts-Beziehung
von Phakellinen und Phakellstatinen (Schema 3):
a) Nur das (�)-Enantiomer hat die korrekte Konfiguration

f�r die Bindung des 2-Aminoimidazolin-Rings in die S3-
sub-Spezifit�tstasche.

b) Das starre kondensierte Ringsystem minimiert den En-
tropieverlust w�hrend einer Bindung an das Protein.

Abbildung 2. �berlagerung von 4 mit peptidischen und nichtpeptidi-
schen Inhibitoren der proteasomalen b5-Aktivit�t. a,b) �berlagerung
von 4 (gelb) mit MG-132 (grau; PDB-ID: 4NNN)[22] oder BTZ (grau;
PDB-ID: 2F16).[3] Der Bindemodus von 4 unterscheidet sich signifikant
von demjenigen peptidischer Liganden. c) Der Adamantyloxy-Rest von
HU10 (grau; PDB-ID: 3SHJ)[23] ist f�r die Inhibitorstabilisierung unent-
behrlich und �berlagert mit dem 2-Aminoimidazolin-Ring von 4. Die
S1-Bindetasche (grauer Bogen) ist zur allgemeinen Orientierung einge-
zeichnet.
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c) Die Halogenbr�cke zwischen 4-Br und T21CO ist uner-
l�sslich f�r die Stabilisierung des Liganden in der Binde-
tasche.[18]

d) C-Ring-Derivatisierung ist nur in begrenztem Umfang
mçglich, da grçßere Substituenten mit der Proteinwand
kollidieren.

Zusammenfassend bilden Indolo-Phakelline eine neue
Klasse von Proteasom-Inhibitoren, die sich durch einen re-
versiblen Bindemodus sowie ein nichtpeptidisches Grundge-
r�st auszeichnen. Mit den Verbindungen gelang erstmals eine
gezielte Adressierung der S3-sub-Spezifit�tstasche der b5-
Aktivit�t ohne Wechselwirkung mit dem Peptidbindekanal
oder der S1-Spezifit�tstasche. Somit hat die yCP:4-Kom-
plexstruktur unser Wissen �ber Protesominhibitoren signifi-
kant erweitert. Sie bildet den Grundstein f�r die strukturba-
sierte Entwicklung einer neuen Generation von Hemmstof-
fen, die auf reaktive Kopfgruppen und peptidische Struktur-
motive von herkçmmlichen Inhibitoren verzichtet.
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